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Abstract  
Background: Drug delivery systems were developed to improve the efficiency of drugs and 
minimize toxic side effects during the 1980s and 1990s. Nanoparticles have the ability to deliver a 
wide range of drugs to different areas of the body for sustained periods of time. 
Objective: The aim of this study was to prepare and optimize chitosan nanoparticles as carrier of 
anti-alzheimer tacrine drug and to estimate particle size by chemometrics. 
Methods: This experimental study was conducted at chemistry school of Imam Khomeini 
International University in Qazvin during 2011-2012. Chitosan nanoparticles were prepared by 
spontaneous emulsification method. In order to optimize the method of chitosan nanoparticles 
preparation, Design of Experiment (DOE) was employed using Box-Behnken design. Also, chitosan 
nanoparticles containing tacrine were prepared using the optimal synthesis method provided by the 
experimental design. The relationship between particle size and Diffuse Reflectance Infrared 
Fourier Transform (DRIFT) Spectroscopy was employed to introduce a method for estimation of 
particle size in chitosan nanoparticles. Partial least squares (PLS) technique was applied to estimate 
average particle size based on DRIFT spectra. Forty two chitosan nanoparticles samples with 
different particle size were analyzed by DRIFT spectrometry and the data were processed by PLS-
NAS. Size and morphology of nanoparticles were determined by field emission scanning electron 
microscopy (FE-SEM). 
Findings: According to Box–Behnken experimental design results, 0.52% NaCl as an electrolyte, 
10% Span 80 as a surfactant and 4.86 mL  Glutaraldehyde Saturated Toluene (GST) as a chemical 
cross-linking agent are optimum amounts to prepare the lowest size and spherical morphology of 
nanoparticles. The mean particle size of the designed nanoparticles was 33.64 to 74.87 nm. Percent 
yield and drug loading percent of chitosan nanoparticles that were synthesized according to the 
optimal method were 90% and 13.4±0.51%, respectively. The estimated sizes of chitosan 
nanoparticles give promise to a robust and reliable calibration that were confirmed with a 
correlation coefficient (R2) of 0.98 and a Root Mean Square Error (RMSE) of 3.59. 
Conclusion:  With regards to the results, an optimized method for the preparation of chitosan 
nanoparticles as carrier of anti-alzheimer drug can be presented with smaller particle size and 
spherical morphology using Box-Behnken experimental design. 
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  چكيده
توسـعه ها اثرات سمي آنرساندن حداقل و به ميلادي، به منظور بهبود اثربخشي داروها  0991و  0891هاي هاي حامل دارو طي دههسيستم :زمينه
  . هاي مختلف بدن براي مدت زمان طولاني دارنداي از داروها را به قسمتنانوذرات توانايي حمل محدوده گسترده. يافتند
سـنجي شـيمي انو ذرات بـا روش تخمين اندازه نسازي نانوذرات كيتوسان به عنوان حامل داروي آنتي آلزايمر و تهيه و بهينهمطالعه به منظور  :هدف
  .انجام شد
سازي امولسيونت كيتوسان به وسيله روش نانوذرا. قزوين انجام شد در 9831-09سال تحصيلي آزمايشگاهي در اين مطالعه تجربي :هامواد و روش
روش بهينـه يتوسان حاوي داروي تاكرين بـا نانوذرات كسپس . بهينه شد neknheB–xoBطراحي آزمايش از نوع و اين روش خود به خودي تهيه 
به منظـور معرفـي يـك  ()TFIRDرابطه بين اندازه ذرات و اسپكتروسكوپي مادون قرمز تبديل فوريه از نوع انعكاسي پخشي  .ده، تهيه شدندارايه ش
به منظور تخمـين ميـانگين انـدازه  )SLP(برگشت حداقل مربعات جزيي روش. روش براي تخمين اندازه ذرات در نانوذرات كيتوسان به كار برده شد
هـا بـه تحليـل و داده  TFIRD نمونه نانوذرات كيتوسان با اندازه ذرات متفاوت توسط اسپكتروسـكوپي  24. فتربه كار  TFIRDايه طيف ذرات بر پ
  .تعيين شد )MES-EF(توسط ميكروسكوپ الكتروني از نوع گسيل ميداني نانو ذرات اندازه و مورفولوژي . پردازش شدند SLP-SANوسيله 
 ترين اندازه ذرات و مورفولوژي كـروي شـامل مقادير بهينه براي تهيه نانو ذرات كيتوسان با كم neknheB–xoBآزمايش  مطابق طراحي: هايافته
بـه  )TSG(و تولـوئن اشـباع بـا گلوترآلدهيـد  01%به عنوان سـورفكتانت  08 napS، 0/25%نمك كلريد سديم به عنوان الكتروليت : موارد زير بود
درصـد بـازده و درصـد . ودنـانومتر ب  ـ 47/78تـا  33/46نانوذرات طراحـي شـده ميانگين اندازه . ليترميلي 4/68 يوند عرضيعنوان عامل برقراركننده پ
نانوذرات ي هاي تخميناندازه. بوددرصد  31/4±0/15و  09در نانوذرات كيتوسان كه مطابق روش بهينه سنتز شدند به ترتيب تاكرين  بارگذاري داروي
و خطـاي ريشـه ميـانگين مربعـات  0/89 (2R)كـه بـه وسـيله ضـريب همبسـتگي  اليبراسيون قوي و قابل اعتمـاد بـود يك ك دهندهكيتوسان نشان
 .تأييد شدند 3/95 )ESMR(
اي براي تهيه نانوذرات كيتوسـان بـه توان روش بهينهمي neknheB–xoBها، با به كارگيري روش طراحي آزمايش با توجه به يافته :گيرينتيجه
  . تر و مورفولوژي كروي ارايه نمودكوچك حامل داروي آنتي آلزايمر با اندازه ذرات عنوان
  
  آلزايمربيماري ، هاي انتقال دارويستمتاكرين، سنانوذرات،  :هاكليدواژه
  
  
  :مقدمه 
د؛ هاي دارو بسيار با اهميـت هسـتن نانوذرات در حامل     
مختلف بدن  هايزيرا توانايي حمل انواع دارو را به قسمت
نانوذرات حامـل دارو بـه صـورت ( 1).در زمان مناسب دارند
ها قادرنـد حاملاين . ها وجود دارندنانوكرهها و نانوكپسول
را در آن كپسـوله نماينـد و بـدين وسـيله  دارو را جـذب و 
. مقاب ــل تخري ــب آنزيم ــي و ش ــيميايى محافظــت كنن ــد 
     فاده در ن ـانوذرات  ب ـه دو صـورتپليمرهـاي مـورد اسـت
هـاي نانوذرات بر پايـه پليمر . گريز هستنددوست و آبآب
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هاي مناسبي براي سيستم دوست مانند كيتوسان گزينهآب
و از  زيرا خاصيت خون سازگاري دارنـد  ؛حامل دارو هستند
  (3و2).روندبين نمي
ساكاريد خطي زيست سازگار اسـت  يك پلي يتوسانك     
سـاختار  .آيـد ت مـي بـه دس ـ كيتين ييزدا استيل -Nكه از 
 ي وييتوسان خـواص شـيميا ك. يتوسان شبيه سلولز استك
هاي وجود گروهعلت به كه  دارد فرديه منحصر ب زيستي
آن  خـواص و سـتا آمـين و هيدروكسـيل در سـاختار آن
زيســت ســازگاري، زيســت  غيرســميت، :عبارتنــد از
قابليت جذب سطحي روي سـطوح بـاردار ، پذيري تخريب
هـاي در محـيط  آنالكتروليتـي اهيت پلـي منفي به علت م
اسيدي، قابليت تشكيل ژل، خون سازگاري، سـازگاري بـا 
   (4).ييباكتريا قارچي و ضد سلول و بافت و اثرات ضد
اداره كل غـذا و  كه توسط استين دارويي ولتاكرين ا     
. ه اسـت پذيرفتـه شـد  دارو براي درمان آلزايمـر متوسـط، 
ت ــاكرين . اس ــت2N41H31C فرم ــول ش ــيميايي ت ــاكرين 
هـاي آلـي آب و اكثر حـلال د قابل انحلال در هيدروكلراي
  (5).است
سـازي بـه منظـور بهينـه neknheB–xoBطراحـي      
هـاي بـين هـا بـراي تعيـين بـرهمكنش تعدادي از آزمون
مختلف هاي ها در بخشثير آنمورد مطالعه و تأمتغيرهاي 
  (7و6).دشوواكنش انجام مي
 نيز هنگام  و نزديك وپي مادون قرمز ميانهاسپكتروسك     
بـراي  ،هاي شيمي سـنجي چنـد متغيـره روشبا  پيوستن
بنـابراين  .شـوند مـي خصوصيات نمونه استفاده  گوييپيش
كارگيري روابط رياضي به طور  با به تحليلسرعت و دقت 
  (8-01).يابدگيري افزايش ميچشم
پيشـين  هـاي هو ميكرو ذرات كيتوسان در مطالع ـنانو      
  ( 21و11).گريز تهيه شدندبه عنوان حامل داروهاي آب معمولاً
سـازي نـانوذرات مطالعه حاضر با هدف تهيه و بهينـه      
تخمـين كيتوسان به عنوان حامل داروي آنتـي آلزايمـر و 
  .سنجي انجام شداندازه نانو ذرات با روش شيمي
  
  
  :هامواد و روش 
يشـگاهي در سـال تحصـيلي اين مطالعه تجربـي آزما      
المللـي امـام در دانشكده شيمي دانشـگاه بـين  9831-09
هـاي مـورد مواد و دسـتگاه . قزوين انجام شد( ره)خميني 
كيتوسـان : استفاده در اين كار تحقيقاتي عبـارت بودنـد از 
درصد، سـورفكتانت  05، گلوترآلدهيد (mehcvusشركت )
       .(يگماشركت س)و روغن بزرك و تاكرين  08 napS()
 طيـف . ساير مواد شيميايي متعلق به شركت مرك بود     
ميان ــه از ش ــركت  قرم ــز م ــادون فوري ــه تب ــديل س ــنج
    اسـ ــپكتروفتومتري دسـ ــتگاه، (امريكـ ــا) nosidaM064
و ميكروسـكوپ  cepS maC 053از شركت  )siV-VU(
، س ــاخت 06145، م ــدل(MES-EF) الكترون ــي روبش ــي
  .دكشور ژاپن بو hcattiHشركت 
     كيتوســان براســاس طراحــي آزمــايش نــانوذرات      
سـازي خـود بـه به روش امولسـيون  و neknheB–xoB
 كلريـد سـديم  حجمـي/درصـد وزنـي. شـدخـودي تهيـه 
، درصـد به عنوان يك الكتروليـت  آبيمرحله در  (lCaN)
روغني به عنوان يك مرحله در  08 naps حجمي/حجمي
عام ــل ( ليت ــرميل ــي) حج ــم غي ــر ي ــوني و  س ــورفكتانت
، بـه عنـوان عوامـل TSG()پيونـد عرضـي برقراركننـده 
بـازه  . طراحي، در روش پاسخ سطح در نظر گرفتـه شـدند 
مؤثر به شـرح زيـر انتخـاب  تغييرات هريك از اين عوامل
 ، درصد2/5 و 1/5، 0/5مرحله آبي در  lCaNدرصد : شد
  . 6و 4، 2به ميزان  TSG و 01و 6،  2 08 naps
حـاوي مقـدار ليتر روغن بـزرك ميلي 01 ظوربدين من     
 001در يـك بشـر  (08 napS)مورد نيـاز سـورفكتانت 
ليتري قرار داده شد و مقدار مورد نياز از ژل كيتوسان يميل
به صورت قطره قطره به مرحله روغني فوق، تحت همزن 
ليتر اسـتون ميلي 5سپس . مغناطيسي ملايم اضافه گرديد
ز از تولوئن اشباع با گلوترآلدهيـد و همچنين حجم مورد نيا
به سيستم فوق اضافه شد و عمل هم زدن بدون  )TSG(
. اسـتفاده از درپـوش در مـدت زمـان كـافي ادامـه يافـت
دسـتگاه سوسپانسيون نـانوذرات بـه دسـت آمـده توسـط 
در دقيقـه جـدا و سـپس دور  0005بـا سـرعت  سانتريفوژ
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جـام هـاي تولـوئن و اسـتون ان حلالتوسط عمل شستشو 
نمونـه نـانو  51براساس طراحي آزمايش انجام شده،  .شد
 مطابق مقادير طراحي شده براي هر عاملذرات كيتوسان 
  (. 1جدول شماره )تهيه شدند 
  













14/000 0  01
47/78-1 1 02
63/03-1 0 - 13
24/520 - 1 - 14
15/25-1 0 15
73/06-1 - 1 06
86/270 1 17
37/331 1 08
85/170 1 - 19




56/031 0 - 141
   93/511 - 1 051
 ذراتبه منظور تعيين ظرفيت بارگذاري تاكرين در نانو     
گـرم نـانوذرات كيتوسـان ميلـي  05كيتوسان حاوي دارو، 
نرمـال و  0/1ليتر اسيد كلريدريك ميلي 02حاوي دارو در 
 42بـه مـدت ( 1:1)اتانول مرك با نسـبت حجمـي برابـر 
سپس ذرات را با سانتريفوژ با سرعت . داده شد ساعت قرار
دور در دقيقه جدا و محلول رويي از كاغذ وات مـن  0005
  (31).عبور داده شد
در ايـن مطالع ـه بارگـذاري داروي ت ـاكرين ب ـر روي      
. نانوذرات كيتوسان در حين ساخت نـانو ذرات انجـام شـد 
يمـر تاكرين با نسبت جرمـي برابـر بـا پل بدين منظور ابتدا 
ژل كيتوسـان ب ـه كمـك همـزن  ليت ـرميلـي 5در ( 1:1)
سپس ژل كيتوسان حاوي دارو قطـره . مغناطيسي حل شد
، ليتـري ميلي 001 قطره به كمك ميكروپيپت  به يك بشر
مق ــدار بهين ــه از  )ليت ــر روغ ــن ب ــزرك ميل ــي 01 ح ــاوي
بـا دور  ، تحت همـزن مغناطيسـي (08 napSسورفكتانت 
ه مراحل مطابق روش سـاخت سپس بقي. اضافه شد ملايم
  . نانوذرات كيتوسان بدون دارو انجام شد
بـراي ( ساخت آمريكـا ) trepxE-ngiseDافزار از نرم     
بـراي تشـخيص اهميـت . طراحي آزمـايش اسـتفاده شـد 
دار معنـي <P 0/50متغيرها از تحليل رگرسيون اسـتفاده و 
 ها توسـط اندازه ذرات و مورفولوژي آن. نظر گرفته شد در
ي بـا ميكروسكوپ الكتروني روبشي از نـوع گسـيل ميـدان 
نو ذرات ميـانگين انـدازه نـا . كيلووات تعيين شد 51قدرت 
 tnemerusaem erutcurtsorcimافزارسنتز شده توسط نرم
بارگـذاري دارو در  ظرفيـت  .به طور دقيـق محاسـبه شـد 
 اسـپكتروفوتومتري  هاي دارو با اسـتفاده از دسـتگاه حامل
 هـاي اي نمونـه تجزيه تحليلبراي و ش ارزيابي ماوراء بنف
ميانـه از  شده از دستگاه تبديل فوريه مادون قرمـز  ساخته
اندازه نـانو ذرات توسـط . شداستفاده  نوع انعكاس پخشي
ضـريب بـا شـد و پيشـگويي  SAN-SLP مـدل آمـاري
 و خط ــاي ريش ــه مي ــانگين مربع ــات  (2R)همبس ــتگي 
  .شد تحليل آماري )ESMR(
  
  :هايافته 
سازي شامل تخمين ضرايب در مـدل رياضـي و بهينه     
بيني پاسخ و بررسي صحت مدل بود كه با توجـه بـه پيش
ضرايب به دست آمده از تحليل رگرسيون، بهترين معادلـه 
  : اي به صورت زير بودبراي يك مدل رگرسيون چند جمله
 3X853.2+ 2X73.51+ 1X219.0-35.83= ezis elcitrap Y
 + 12X43.2+3X2X77.0-3X1X87.9- 2X 1X56.4+
 2 3X 57.7+ 2 2 X59.9
  تندازه ذراا =Y
   (08napS)مقدار سورفكتانت مصرفي  =1X
  مصرفي به عنوان الكتروليت  lCaNمقدار  =2X
  تولوئن اشباع شده با گلوترآلدهيدمقدار  =3X
بـه وسـيله  معمـولاً كـه بيني كلي مـدل پيشتوانايي      
شـود و معيـاري از ميـزان داده مـي  شـرح  2Rگيري اندازه
عـدم . بـود درصـد  69/41 پذيري مدل است حدودتطبيق
كه معياري از ناكارآمدي مدل در  (tif_fo_kcaL) انطباق
گر مقايسـه بـين  و بياني موجود در دامنه آزمايش هاداده
تكراري  هايمانده در آزمايشخطاي خالص و خطاي باقي
دهنـده انطبـاق ه نشـان مد كه دست آب 0/41حدود  ،است
اندازه ذرات در صورت بـه كـار . بودها با مدل مناسب داده
 lCaNصـد در و با كـاهش  TSG بردن مقدار متوسطي از
  . (1شكل شماره )بودند داراي مقادير كمينه 
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 TSG و lCaNنمودار سطح مربوط به متغيرهاي  - 1شكل 
  
  
ثر در روش تهيـه نـانوذرات مـل مـؤاتوجـه بـه عو بـا    
 درصـد  0/25 :نـد از بود كيتوسان بهترين شـرايط عبـارت 
. TSGليت ــرميل ــي 4/68و08 napS  درص ــد 01، lCaN
مطـابق شـرايط يتوسـان ك ذرات اندازه ذرات نانوميانگين 
مقـدار   trepxE-ngiseDافـزار ، بـا اسـتفاده از نـرم بهينـه 
  .شدبيني پيش نانومتر 82/64
كروي و ميانگين نانو ذرات كيتوسان تهيه شده كاملاً      
كه بـه مقـدار بـه دسـت نانومتر بود  03 هااندازه ذرات آن
  (.2شماره  شكل)بود آمده توسط مدل نزديك 
  
تصوير ميكروسكوپ الكتروني روبشي از  - 2شكل 




 محتواي دارو با اسـتفاده از دسـتگاه اسـپكتروفوتومتر      
نـانومتر در  042رو ترين طول موج داماوراء بنفش در بيش
از نانوذرات كيتوسان بدون . مقابل شاهد حقيقي تحليل شد
 دارو تحت شـرايط ذكـر شـده بـه عنـوان محلـول شـاهد 
در نـانوذرات  تاكرين ظرفيت بارگذاري داروي. استفاده شد
تعيـين  درصـد  31/4±0/15 عنوان حامل دارو به كيتوسان
  .شد
ي عاملي آمين هاطيف نانوذرات كيتوسان داراي گروه     
پيـك ناحيـه  . هـاي اتـري بـود آزاد، هيدروكسيل و گـروه 
و  6192مربوط به آب موجود در ماده، پيك ناحيـه  6443
مربـوط بـه   9801، پيـك ناحيـه H-Cمربـوط بـه  6882
مربـوط  3241و  0831هاي ناحيـه هاي اتري و پيكگروه
.  هـاي الكلـي اسـت و گـروه  O-Cهـاي به كشـش گـروه 
عدد موجي واقـع  0071تا  0031ينو در ناحيه هاي آمگروه
  (.    3شكل شماره )شدند 
  
نانوذرات ميانه  تبديل فوريه مادون قرمزطيف  - 3شكل 
  كيتوسان
    
تحليل شيمي سنجي به منظور تخمين ميانگين اندازه      
در اين مطالعه از تمام ناحيه . نانو ذرات كيتوسان انجام شد
يانه براي تحليل شيمي سنجي تبديل فوريه مادون قرمز م
هـاي طيف. استفاده شد )1SLP(كاليبراسيون چند متغيره 
 سـپس . هاي نانوذرات كيتوسان گرفته شدنمونه TFIRD
ذرات كيتوسان با اسـتفاده از روش كاليبراسـيون اندازه نانو
بهترين  SLPبراي اينكه . پيشگويي شد SLP چند متغيره
مل مورد استفاده اعداد عوج پيشگويي را حاصل نمايد، تنتاي
و  xارتباط بـين  SLPدر روش . بايد بهينه شوند SLPدر 
مورد نياز براي توصيف مـدل  تعداد اجزاي و خطي است y
ه ها براي بترين شيوهيكي از رايج. برابر با ابعاد مدل است
                                          51         مقاله پژوهشي                                         / 2931، آذر و دي(07پي در پي) 5، سال هفدهم، شماره شكي قزوينمجله علمي دانشگاه علوم پز    
 
 
 يارزي ــابي تق ــاطع  ،بهين ــهم ــل اآوردن تع ــداد عودس ــت 
به تعداد عوامـل جهت محاس. است( ssorc )noitadilav
يـا بـه  (  )tuo eno evaeLيكتاييارزيابي تقاطعي  بهينه،
خارج نمودن يـك نمونـه اسـتاندارد در هـر عبارتي ديگر، 
 2 بهينه در اين مطالعهامل ع. زمان كاليبراسيون انجام شد
بهينـه بـه  عامـل  2بـا  SAN-SLPاز مدل رياضي . )بود
بـا اسـتفاده از  .(منظور تخمين اندازه نانوذرات استفاده شد
نمونـه بـه عنـوان سـت  92رياضي كنـارد اسـتون متغير 
ارزيـابي مجموعـه  نمونـه بـه عنـوان 31كاليبراسـيون و 
: ند ازبود ه شده عبارتنتايج آماري مدل اراي .ندانتخاب شد
و خطاي ريشه ميانگين مربعـات  0/89ضريب همبستگي 
  (.2جدول شماره ) 3/95
  
يي شده نانوذرات اندازه واقعي و پيشگو -2جدول
  براي ست ارزيابي SAN-SLPكيتوسان با مدل 
  
 SAN-SLPتوسط مدل اندازه پيشگويي شده ذرات  اندازه واقعي ذرات  هانمونه
 24/81 14 1
 24/21 14 2
 37/92  47/78 3
 47/44  47/78 4
 34/63  15/25 5
 44/67  15/25 6
 83/07  73/6 7
 86/56  86/27 8
 96/04  37/33 9
 07/02  37/33 01
 75/53  85/17 11
 04/93  14/83 21
 63/44  83/5 31
  3/95 خطاي ريشه ميانگين مربعات
  0/89 ضريب همبستگي
  
  :گيريبحث و نتيجه 
در اين مطالعه نانوذرات كيتوسان بـا ميـانگين انـدازه      
نانومتر و مورفولـوژي كـروي بـه  47/78تا  33/46ذرات 
 بـا اسـتفاده از  لزايمـر تـاكرين عنوان حامل داروي آنتـي آ 
درصـد بـازده و درصـد . تهيه شدندطراحي آزمايش روش 
بارگـذاري دارو در نـانوذرات كيتوسـان كـه مطـابق روش 
. درصد بـود  31/4±0/15و  09بهينه سنتز شدند به ترتيب 
در اين مطالعه هدف از بهينه نمودن روش تهيه نانوذرات، 
گار بـا انـدازه ذرات رسيدن به نانوذرات پليمري زيست ساز
هاي قبلي به تر و مورفولوژي كروي بود كه مطالعهكوچك
اين موفقيت دست نيافتند و نتوانستند نانوذرات را از لحاظ 
در ايـن  همچنـين  (51و41).كننـد  اندازه و مورفولوژي بهينـه 
مطالعه با استفاده از شيمي سنجي، يك روش جديد جهت 
كيتوسـان  نانوذرات. شد تخمين ميانگين اندازه ذرات ارايه
تحليل  TFIRDبا اندازه ذرات مختلف توسط طيف سنجي
.    پ ــردازش ش ــدند   SAN-SLPه ــا توس ــط م ــدل و داده
هاي تخمـين زده شـده نـانوذرات كيتوسـان نشـان اندازه
دهنده يك كاليبراسيون قوي و قابل اعتمـاد بـود كـه بـه 
و خطـاي ريشـه ميـانگين  0/89وسيله ضريب همبستگي 
ايـن كـار ايـده جديـدي بـراي . تأييد شدند 3/95ت مربعا
هـاي تخمين ميانگين انـدازه ذرات اسـت كـه در مطالعـه 
  .پيشين انجام نشده است
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